E, !# =% JR Acta Entomologica Sinica, November 2012, 55(11) : 1306 - 1314 ISSN 0454-6296 


pR ITA == # 2k 28: PK E S] ZB A Pr 21] WU XE E; 43 1T 


yz l N 2 十 三 3, * 
BUE, ND, RUE 
(1. PEAR EMR De RP LE S PE I Ahipa pir, 国家 林业 局 森林 保护 学 重点 实验 室 , 北京 100091; 
2. 河北 大 学 图 书馆 , 河北 保定 071002; 3. 河北 大 学 生命 科学 学 院 , 河北 保定 071002) 





摘要 : 象 甲 是 鞘翅 目 中 物种 最 丰富 的 类 群 ,目前 关于 其 线粒体 基因 组 全 序列 的 研究 还 未 见报 道 。 本 研究 利用 长 距 
PCR 和 引物 步 移 法 对 萧 氏 松 茎 象 Hylobitelus xiaoi Zhang 线粒体 基因 组 全 序列 进行 了 测定 。 结 果 显 示 : WARMER 
线粒体 基因 组 序列 全 长 16 123 bp( GenBank 登录 号 为 JX847496) , 共 编 码 37 个 基因 和 1 个 非 编 码 的 控制 区 , 基因 
次 序 与 典型 的 六 足 动物 线粒体 基因 排列 一 致 , 未 发 现 基 因 重 排 现 象 。 在 基因 组 中 两 个 值得 注意 的 发 现 分 别 是 : 1) 
N 链 上 存在 1 个 额外 的 trV-like 序列 ， 反 密码 子 为 GAC, 长 度 为 69 bp, 其 中 65 bp 与 链 上 的 irnD € 2) 
trnS” 和 nadl 之 间 存 在 1 个 长 度 为 232 bp 的 基因 间隔 区 。 全 部 13 个 蛋白 质 编 码 基因 的 起 始 密码 子 均 为 ATN, 9 
个 蛋 白 质 编码 基因 的 终止 密码 子 为 TAA, 其 余 4 个 蛋白 质 编码 基因 中 , nadl 和 cox2 的 终止 密码 子 为 TAG, nad4 
和 nadS 则 以 不 完整 的 终止 密码 子 T 作为 终止 信号 。 除 trn ”外 , 其 余 的 tRNAs 均 可 形成 典型 的 三 叶 草 结构 。 而 
irnS ^ 的 反 密 码 子 由 TCT 替代 CCT, 反 密 码 子 辟 延 长 形成 9 bp( 中 间 含 1 个 碱 基 突 起 ), TYC 臂 由 正常 的 5 bp 变 
为 6 bp, DHU 臂 缩短 仅 1 bp, 各 个 壁 之 间 没 有 连接 碱 基 。 线 粒 体 控制 区 中 包括 10 处 长 度 不 少 于 5 bp 的 poly-T( 最 
长 poly-T 长度 为 14 bp) 和 2 处 微 卫 星 样 重复 序列 (TA), 和 (TA)。。 本 研究 结果 为 探讨 象 甲 总 科 在 鞘翅 目 中 的 系 
统 学 地 位 及 其 与 其 他 总 科 间 的 系统 发 生 关 系 等 问题 提供 了 重要 的 分 子 生 物 学 数据 。 
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Sequencing and analysis of the complete mitochondrial genome of 


Hylobitelus xiaoi ( Coleptera. Curculionidae ) 
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Administration, Research Institute of Forest Ecology, Environment and Protection, Chinese Academy of 
Forestry, Beijing 100091, China; 2. Library, Hebei University, Baoding, Hebei 071002, China; 3. 
College of Life Sciences, Hebei University, Baoding, Hebei 071002, China) 

Abstract: The Curculionoidea is one of the richest groups in Coleptera, but the research about its 
complete mitochondrial genome has not been reported. In this study, the complete mitochondrial genome 
( mitogenome) of Hylobitelus xiaoi Zhang was determined using long PCR ( L-PCR) and primer walking 
technology. The entire mitochondrial DNA ( mtDNA) molecule is 16 123 bp in length and its overall 
nucleotide composition is heavily biased towards As and Ts, which account for 75. 66% of the whole 
genome. The H. xiaoi genes are arranged in the same order and orientation as the other hexapod species, 
except for the occurrence of one 69 bp trnV-like region with anticodon GAC that overlaps 65 bp with the 
reversely encoded trnD and the presence of 232 bp long intergenic spacer between trnS "^" and nadl. All 
protein-coding genes ( PCGs) start with a typical ATN codon. Nine of 13 PCGs have a complete 
termination codon TAA, while the remaining nadl and cox2 are terminated with TAG, nad4 and nad5 
with the incomplete T. All tRNAs show the typical clover-leaf structure, except for trnS^^". It habors 
anticodon TCT instead of GCT, a lengthened 9 bp anticodon stem with a bulged nuleotide in the middle, 
an unusual 6 bp TX C-stem, and a mini 1 bp DHU-stem and no connector nucleotides. The control region 
( CR) contains one 14 bp Poly-T sequence ( ten Poly-T sequences more than 5 bp and two microsatellite- 
like repeating sequences ( TA ) and ( TA),. The results of this study will provide some important 


molecular data for discovering phylogenetic relationships among the superfamilies of Coleptera. 
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线粒体 基因 组 具有 母系 遗传 ,进化 速率 快 , JL 
乎 不 发 生 重 组 的 特点 ,是 人 赋 完 不 同 动物 类 群起 源 、 
进化 、 系 统 发 育 及 群体 遗传 学 的 理想 分 子 标 记 。 由 
于 传统 的 线粒体 基因 组 测定 策略 ,要 人 么 涉及 线粒体 
的 分 离 ， 对 人 研究 对 象 的 要 求 较为 可 刻 , 需要 较 多 的 
实验 材料 ; 要 么 以 基因 组 总 DNA. 作为 模板 直接 进 
ÍT PCR PH, 容易 受到 核 内 线粒体 假 基因 (Numis) 
污染 。 由 于 六 足 动物 普遍 体型 较 小 , 对 其 线粒体 基 
组 的 研究 一 度 显著 落后 于 其 他 体型 较 大 的 动物 类 
ifo WER, MA L-PCR 技术 的 引入 , 利用 L-PCR 
THE PCR 扩 增 策略 测定 了 大 量 的 六 足 动物 线 粒 
体 基 因 组 全 序列 ( 黄 原 等 , 2010 ) 。 

畏 翅 目 是 六 是 总 纲 乃 至 动物 界 种 类 最 多 和 分 布 
最 广 的 第 一 大 目 。 迄 今 为 止 , 全 世界 已 记载 35 万 
余 种 ， 中 国 约 7 000 RP SIE 2012 年 9 H, 
GenBank 数据 库 中 已 有 25 种 鞘翅 目 昆虫 的 线粒体 
基因 组 全 序列 被 测定 , 是 六 足 总 纲 中 研究 最 为 深入 
的 5 个 目 之 一 , 其余 的 4 个 目 分 别 为 直 翅 目 、 半 翅 
目 、 双 翅 目 和 鳞 翅 目 。 对 于 萌 冰 目 如 此 庞大 的 类 
群 ,其 线粒体 基因 组 全 序列 的 研究 远 远 不 够 , 许多 
类 群 尚未 涉及 。 

WRZ Hylobitelus xiaoi Zhang, JB SH H 
(Coleptera). £ R E H (Polyphaga), Z Hi d Ri 
( Curculionoidea) , Z: i f ( Curculionidae), MZZ 
属 。1988 年 在 江西 安福 武功 山林 场 首 次 发 现 ( 张 润 
志 , 1997)。 目 前 在 我 国 江西 、 湖南 、 湖北 、 福 建 、 
广东 、 广西 、 贵州 、 云 南 等 省 区 均 有 分 布 ( 罗 永 松 和 
FIE, 2002; 温 小 遂 等 , 2004), WARMER AI rH 
隐蔽 性 星 食 危 害 湿 地 松 、 火 炬 松 、 马 尾 松 等 树干 基 
部 及 根部 毛皮 部 , 轻 则 影响 树木 生长 、 松 脂 流失 ， 
重 则 造成 树木 整 株 死亡 。 依 据 国际 上 有 害 生物 危险 
性 分 析 方 法 (Pest Risk Analysis ,PRA ) 进行 的 分 析 表 
H, 斋 氏 松 蕉 象 在 我 国 属于 接近 高 度 危险 的 条 林 有 
害 生物 ( 宋 玉 双 等 , 2001). H BIDSERR ISTA RARI 
究 主 要 集中 于 它 的 分 布 与 危害 、 生物 学 特性 、 防 治 
技术 措施 及 种 群 遗 传 等 ( 唐 艳 龙 等 , 2006; 李 国 宏 
等 ,2012 ) 。 

目前 , 对 于 线粒体 基因 组 的 测定 ,多 采取 基于 
GenBank 数据 库 中 的 相近 类 群 序列 设计 L-PCR 5| 
物 进行 扩 增 的 策略 , 在 扩 增 时 经 常 存在 扩 增 条 件 难 
以 把 握 、 成 功率 低 的 情况 。 本 文采 用 “通用 引物 扩 


增 并 测定 保守 基因 片段 一 一 特异 性 L-PCR 引物 设 
计 和 扩 增 一 一 基于 L-PCR 扩 增 结果 的 能 套 PCR 扩 
EU 策略, 对 萧 氏 松 茎 象 线粒体 基因 组 全 序列 进行 
了 测定 。 测 定 钞 氏 松 茎 象 线粒体 基因 组 全 序列 对 进 
一 步 研 究 其 在 系统 发 育 中 所 处 的 地 位 以 及 在 不 同 地 
理 分 布 区 域 的 种 群 遗 传 学 具有 重要 意义 。 


1 材料 与 方法 


1.1 实验 材料 

实验 所 用 项 氏 松 葵 象 标本 于 2012 年 采集 于 江 
西 省 信 丰 县 万 隆 林 场 , 标本 采集 后 立即 置 于 无 水 酒 
精 中 浸泡 保存 , 带 回 实验 室 后 , 置 于 -20Y 冰箱 中 
保存 备用 。 

1.2 总 DNA 的 提取 

取 单 头 铺 氏 松 葵 象 雄性 成 虫 的 胸部 肌肉 组 织 ， 
采用 血液 细胞/ 组织 基因 组 DNA 提取 试剂 盒 ( 北 
京 天 根 生化 科技 公司 ), 依照 操作 说 明 进 行 总 DNA 
提取 。 

1.3 序列 测定 策略 及 方法 

首先 , 根据 GenBank 数据 库 中 的 鞘翅 目 线粒体 
基因 组 序列 ， 对 Folmer 等 ( 1994) 和 Simon 等 
(2006) 报道 的 通用 引物 进行 修订 后 , 对 线粒体 coxl 
和 cytb 进行 了 测定 ,引物 详细 信息 见 表 1。 

依据 所 获得 的 薄 氏 松 茎 象 线 粒 体 coxl 和 cytb 
片段 , 设计 两 对 L-PCR 引物 (Liu et al., 2006; 
Simon et al., 2006) , 引物 详细 信息 见 表 1。PCR F 
应 的 总 体积 为 25 uL, 包括 10 x buffer 2. 5 uL, 
dNTPs mixture (各 2.5 mmol/L) 2.0 uL, E Fif3l 
物 各 1 mmol/L, LA Taq polymerase 1. 5 U, 总 DNA 
模板 3 uL, PCR 扩 增 在 Bio-Rad C1000“ 热 循环 仪 
上 进行 , 程序 为 : 94% 预 变 性 2 min, 92% 变性 20 
s, 52%C 退火 30 s, 60% 延伸 3 min( 前 20 个 循环 ) , 
后 20 个 循环 ， 每 循环 延伸 时 间 增 加 20 s; 然后 
68C 后 延伸 10 min, 

最 后 , Ze PEB EE Tk yE. Akeja By L- 
PCR 扩 增 产物 ， 用 于 后 续 PCR T 3E BIER. Jes 
PCR 反应 中 的 引物 对 , 分 别 为 基于 已 获得 的 匡 氏 松 
FRERE DNA. 片段 和 参考 GenBank 数据 库 中 的 
部 分 萌 翅 目 线 粒 体 基因 组 序列 对 Folmer 等 (1994 ) ， 
Su 等 (1996) , Simon 等 (2006) 所 报道 引物 修订 后 形 
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表 1 RICE: S 2 S IK Et 122 Fr I] PCR 扩 增 引物 
Table 1 List of PCR primers for the Hylobitelus xiaoi mtDNA complete genome 





引物 名 称 引物 序列 (5$ -37) 引物 用 途 退火 温度 (% ) 模板 
Primer name Primer sequence Use of primers Annealing temperature Template 
C1-J1490* GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG cox] 49 
C1-N2198* TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 
C1-J1709^ AATCGGTGGATTCGGA AATTG cox] 46 
C1-N2776? GCATCWGGGTAATCAGARTA 
CB-J10933^ TATGTACTACCATGAGGACA AATATC cytb 50 总 DNA 
CB-N11367» ATTACACCTCCTAATTTATTAGGAAT Total DNA 
LPA-]2123* CATTTATTCTGATTTTTTGGTCATCCAGAAGTA LPA 52 
LPA-N11240* ATTGCGTAAGCAAATAAAAAATATCATTCTGG coxl-cytb 
LPB-J11184* GATAACTCCTATTCATATTCAACCAGAATGAT LPB 52 
LPB-N2353? TAAGCTCGTGTATCGACATCTATTCCAACAG cytb-coxl 
LPA-J21233 CATTTATTCTGATTTTTTGGTCATCCAGAAGTA —  coxl 50 
CI-N2776? GCATCWGGGTAATCAGARTA 
C1-J2756? ACCTTTTTTCCTCAACATTT cox] -ocx2 46 
C2-N3665P CCGCAAATTTCTGAACATTG 
C2-J3399? GCAATTGGTCACCAATGATACTG ocx2-atp6 48 
A6-N4552? ATGTCCWGCAATYATATTWGC 
A6-]44631 TGCCCATCTAGTTCCTCA AGG atp6-cox3 55( x5)/45( x30) 
C3-N5460^ TCAACAAAATGTCARTAYCA 
C3-J5319? CAACTGGATTACATGGTCTTC cox3-trrnN 46 
TN-N6160? TCAATTTTATCATTAACAGTGA 
N3-J5747” CCATTTGAATGTGGRTTTGAYCC nad3-nad5 50 LPA 扩 增 产物 
N5-N65003 CATGGATGGATAGAATATTATGG LPA product 
NDSF* CCTGTTTCTGCTTTAGTTCA nad5 47 
NDSR* GTCATACTCTAAATATAAGCTA 
N5-J7200° ATTAGCCGCGATTCCTGCTAC nad5 -nadA 55( x5)/44( x30) 
N4-N8727? AAATCTTTRATTGCTTATTCWTC 
N4-J8641? CCTGATGAACATAATCCATG nadA-nadAL 50 
NAL-N97423 CAGTAGTTTTGTCGTTGTATAG 
N41L-J9648? ACCTAAAGCTCCCTCACAWAC nad4L-cytb 50 
CB-N1101042 TATCAACAGCAAAACCTCCTCA 
CB-J10621? TTCTTCAATATGGAACTTTGG cytb 47 
CB-N11247? GCGTAAGCAAATAAAAAATATC 
CB-J11196? TTATATTCAACCAGAATGAT cytb-nadl 46 
N1-N120675 AATCGWACTCCWTTTGATTTTGC 
N1-J11876? CGTGGCAAAGTTCCTCGA ACTCA nadl-rrnL 52 
LR-N13000? TTACCTTAGGGATAACAGCGTAA 
LR-J12888^ CCGGTTTGA ACTCARATCATGTA rrnL-rrn$ 51 
SR-N14220? ATATGTACACATCGCCCGTC 
LR-J13342? CCTTTGCACRGTCAAAATACYGC rrnL-rrn$ 49 LPB 扩 增 产物 
SR-N14756? GACAAAATTCGTGCCAGCAGT LPB product 
SR-J14610? ATAATAGGGTATC-TAATCCTAGT rrnS-trnM 50 
TM-N200P ACCTTTATAYTYGGGGTATGAACC 
TI-J34? GCCTGATAAAAAGGRTTAYYTTGATA trnl-trnW 50 
TW -N12844 TTGACTTTGAAGGTCAATAGTTT 
N2.-J590^ TCCAYTTYTGATTYCCTGAAG nad2-coxl 48 
C1-N17382 TTTAATCGTGGGA AAGCTATATC 


a Folmer 等 (1994 ) 设 计 Designed by Folmer et al. (1994) ; P Simon 45 (2006) tif Designed by Simon et al. (2006) ; ° I|: (2006 ) 设计 Designed 
by Liu et al. (2006) ; *3&-F Simon 等 (2006) 引 物 修改 而 设计 的 特异 性 引物 Modified specific primers from Simon et al. (2006) ; ° Su 等 (1996) 设 
iF Designed by Su et al. (1996). 
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成 的 特异 引物 和 通用 引物 , 引物 详细 信息 见 表 1。 

PCR 反应 的 总 体积 为 S0 uL, 包括 10 x buffer 
5.0 uL, dNTPs mixture (4& 2. 5 mmol/L) 4.0 uL, 
上 下 游 引 物 各 1 mmol/L, LA Taq polymerase 1.5 U, 
模板 2 kwL。PCR 扩 增 在 Bio-Rad C1000“ 热 循环 仪 
上 进行 , 程序 为 : 94% 预 变 性 2 min, 92% 变性 20 
s, 40 ~ 52% 退火 30 s, 70% 延伸 1. 5 min, 然后 
72*C 后 延伸 7 min, 

PCR 扩 增 产物 经 1% 3 BR M4 GE S Ha pk sJ, Jf 
用 DNA 片段 凝 胶 回 收 试剂 盒 ( 三 博 远志 公司 ) 进行 
胶 回 收 分 离 纯 化 。 纯 化 后 的 PCR 产物 再 连接 到 
pMD? 19-T 载体 (TaKaRa 公司 ) 上 , 经 转化 培养 后 
挑 取 3 个 单 克 隆 用 ABI3730XL 全 自动 DNA 测序 仪 
进行 双 疝 测序 (上 海 铂 尚 公司 )。 
1.4 序列 组 装 与 注释 

萧 氏 松 茎 象 线 粒 体 基因 组 测序 结果 拼接 与 注释 
使 用 Staden 序列 分 析 软 件 包 进行 (Staden et al., 
2000) 。 首 先 , 使 用 tRNAscan-SE 进行 tRNA 编码 基 
因 注 释 ( Lowe and Eddy, 1997; Schattner et al., 
2005) , 少数 通过 tRNAscan-SE 无 法 识别 的 tRNA 编 
码 基因 、 和 蛋白 质 编码 基因 、rRNA 编码 基因 则 采用 


Staden 软件 包 中 的 Spin 软件 , 通过 与 近 缘 种 同 源 序 
列 比 对 ,结合 Blast 同 源 搜索 确定 。 本 研究 使 用 
MECA 4.0 对 线粒体 基因 组 各 部 分 的 碱 基 组 成 进行 
统计 (Tamura et al., 2007) 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 肃 氏 松 共和 象 线粒体 基因 组 结构 

遂 氏 松 葵 象 线粒体 基因 组 序列 全 长 16 123 bp, 
M A + T EN 75. 66% (GenBank 登录 号 为 
JX847496) 。 莆 氏 松 苓 象 线 粒 体 基因 组 结构 图 如 图 
1 所 示 。 基 因 间 排列 紧密 ,基因 间 重 登 区 域 总 长 度 
58 bp, 分 布 于 15 个 基因 对 之 间 , 长 度 介 于 1 ~10 
bp 之 间 。 线 粒 体 控制 区 之 外 的 基因 间隔 区 总 长 度 
为 273 bp, 分 布 于 8 个 基因 对 之 间 , 其 中 , 最 大 的 
间隔 区 长 度 为 232 bp, 位 于 irnS" fI nadl 之 间 , 其 
余 7 处 长 度 介 于 2 ~ 11 bp 之 间 ( 表 2) 。 通 过 对 最 
大 的 间隔 区 进行 序列 分 析 , 在 J 链 上 的 开放 读 码 框 
编码 最 长 编码 41 个 氨基 酸 序列 (基因 组 上 的 位 置 
分 别 为 11 620 bp 和 11 745 bp) , 在 GenBank 数据 
库 中 进行 Blast 检索 , 没有 发 现 明 显 的 同 源 序列 。 
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po 
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1$. —rnD-GTC 
4000bp — - —atp8 










JE ~—trnG-TCC 
sm M nad3 
i —trnA-TGC 


-e ex NN UImR-TCG 
T N trnN-GTT 





trnSAGN-TC T 
trnbE-TTC 
trnF-GAA 


nad5 


trnH-GTG 


B J 链 编码 的 蛋白 质 基 因 Major protein-coding genes 
B N 链 编码 的 蛋白 质 基因 Minor protein-coding genes 


BN rRNA 


B J 链 编码 的 转运 RNA Major tRNAs 
Bi N 链 编码 的 转运 RNA Minor tRNAs 
Bl 非 编 码 区 Noncoding region 


图 1 莆 氏 松 葵 象 线粒体 基因 组 结构 图 


Fig. 1 


Circular map of the Hylobitelus xiaoi mitochondrial genome 
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基因 


Cene 
trni 
trnQ 
trnM 
nad2 
trnW 
trnC 
trnY 
cox] 
trn] UUR 
cox2 
trnK 
trnV-like * 
trnD 
atp 
atp6 
cox3 
irnG 
nad3 
trnA 
irnR 
trnN 
trn SAGN 
irnE 
trnF 
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trnH 
nad4 
nad4L 
tmT 
trnP 
nad6 
cytb 
trn S UON 
nadl 
trn L CUN 
rrnL 
trnV 
Tns 


控制 区 


Control region 


位 置 


Site 


l. 


64. . 
132. 


201. 
1 214 
1 277 
] 349 
1 406 
2 946 
3 011 
3 697 
3 776 
3 779 
3 844 
3 993 
4 667 
5 467 
5 531 
5 884 
5 950 
6 015 
6 079 
6 143 
6 204 
6 269 
7 986 
8 051 
9 374 


9672. 
9 736. 
9 802.. 
10 309. . 
11 456.. 
11 756.. 
12 707.. 
12 772.. 
14 069. . 
14137. . 


14 910 


. 65 
132 

. 200 
.1211 
..1 277 
..1 344 
..1 413 
..2 950 
..3 010 
. .3 706 
. .3 768 
. .3 844 
. .3 843 
..3 999 
..4 667 
. .9 455 
..5 530 
..5 884 
. .9 949 
..6 015 
..6 078 
..6 145 
. .0 205 
. .0 268 
..7 988 
..8 050 
..9 380 
..9 667 
.9735 
.9 799 
10 308 
11 448 
11 523 
12 712 
12 771 
14 068 
14 136 
14 909 


.. 16 123 





KH 
Size 
65 
69 
69 
1 011 
64 
68 
65 
] 545 
65 
696 
72 
69 
65 
156 
675 
789 
64 
354 
66 
66 
64 
67 
63 
65 
1 720 
65 
1 330 
204 
64 
64 
507 
1 140 
68 
957 
65 
1 297 
68 
773 


1 214 
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Table 2 Organization of the Hylobitelus xiaoi mitochondrial genome 


编码 链 


Strand 





Z wn XZ XZ Z2 一 一 一世 =— “XZ Z2 Z Z Z 一 S a å a 一 一 一 一 一 一 一 “XZ 一 一 -一 XZ “Z< =— 一 一 “< 一 





间隔 ( +) /BE28( - ) 
Noncoding/ overlapping 


-2 


-10 


10 


-3 
-2 


232 
-0 


起 始 密码 子 


Start codon 


ATA 


ATT 


ATT 


ATT 
ATG 
ATG 


ATT 


ATA 


ATG 


ATG 


ATT 


ATG 


ATG 


终止 密码 子 


Stop codon 


TAA 


TAA 


TAG 


TAA 
TAA 
TAA 


TAA 


TAA 


TAA 
TAA 


TAG 


55 卷 


反 密码 子 
Anticodon 
GAT 
TTG 
CAT 


TCA 
GCA 
CTA 
TAA 
CTT 


GAC 
GTC 


TCC 


TGC 


TCG 


GTT 


TCT 


TTC 


GAA 


GTG 


TGT 


TGG 


TGA 


TAG 


TAC 


* trnV-like 未 计 人 基因 间隔 /重奏 区 统计 4rzT-like is excluded in noncoding/ overlapping analysis. J: 主编 码 链 Major strand; N; 次 编码 链 Minor strand. 
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2.2 萧 氏 松 共 和 象 线粒体 基因 组 和 起 和 白质 编码 基因 3 个 tRNAs (irnS^^ , trnS ^" | traV) BZR tRNAscan- 
萧 氏 松 茎 象 线 粒 体 基 因 组 含有 13 个 蛋白 质 基 ”SE 无 法 识别 , 但 是 由 于 其 在 基因 组 上 保守 的 位 置 
因 ( 图 1, 表 2), 总 长 度 为 11 174 bp, AHT REN 和 序列 相似 性 而 被 注释 。 M irnS ”外 ,其 余 tRNA 
74.12% ,编码 3 713 个 氨基 酸 (终止 密码 子 除外 ) 。 — 均 可 形成 典型 的 三 叶 草 二 级 结构 (图 2)。tirzS ”的 
共有 3 种 典型 的 ATN 起 始 密 码 子 被 使 用 , 分 别 为 KR F h TCT Bá ccr. 其 二 级 结构 符合 
ATG( cox3, atp6, nadl , nadA, nadAL 和 cytb) ~ ATT Steinberg € ( 1997 ) 中 异常 tRNA 二 级 结构 类 型 -9 
(coxl, cox2, na , nad3 和 nad6) ) 和 ATA ( nad2 和 In S jg S Ra -Y- P SETS JE p 9 bp( 中 间 含 1 P BÑ 
nad5), 2X |F 5m fib Y TAA ( nad2, nad3, nadAL, ERE), TPC 臂 由 正常 的 $ bp 457g 6 bp, DHU $ 
nad6 , cox], "^ atp6, aip8 和 cytb) TAG (nadl 缩短 仅 1 bp, 各 个 臂 之 间 没 有 连接 碱 基 。tRNA TÉ 
和 cox2 ) 和 不 完整 的 终止 密码 子 T( nad4 和 nad5 ) 。 在 少量 的 碱 基 错 配 , 分 别 是 : 17 处 G-U 分 别 位 于 
23 靖 氏 松 葵 象 线粒体 基因 组 tRNA 基因 和 trnl , trnM 和 trnQ 的 反 和 密码 子 辟 , trnG, trnP, trnH, 
rRNA 基因 trnF , trnC (2 Ab) 4I trnQ 的 DHU P, trnA, trnL"", 
A EM ZE Sg Z r [K OE ZH DE 22 个 典型 的 。 trnFf, trnY 和 tn WAREZ, tns 和 
tRNA 基因 和 1 个 额外 的 trnV-like 序列 (图 1)。 通 trnL J TW C 5, 4 处 U-U 分 别 位 于 trn0, trnM 和 
过 tRNAscan-SE (Lowe and Eddy, 1997; Schattner et trnL“ 的 氨基 酸 接 受 辟 ,trmk 的 反 密 码 子 辟 ; 2 处 
al., 2005) 共 发 现 19 个 tRNA 基因 和 1 个 trnV-like。 A-A 分 别 位 于 trnV-like 的 TYC M tns” 的 反 密 
该 trnV-like 序列 位 于 N 链 , 反 密 码 子 为 CAC , KE WT; 2 处 A-C 位 于 zz J e T 
为 69 bp, 其 中 65 bp 与 位 于 J 链 的 trnD ER., RR 


^ ^ ^ A U 
A-U UeU A-U A-U A-U 
A-U G-c A-U A~ U A-U 
SA trni uxG frr Q usu £rr2 M SS ern W yA trn C 
A-U U-A A-U A-—U A-U 
U-A U-A G-cC U-A U 一 A 
G-C U-A A—U U—-A A-U u 
Ü cAauuA A, u cucccU®A U uuuccU^A U CUUAA U UAUAU A 
A G L 1 1 og A A 1 1 1 1 A A DEG! U A A 1 11 1 A A 11 f g 
A 3 vec GUAAcA^ o ^UAUG GAGGGuy,u A Auca AAAGGU c ^ UUGA AGAA A ^ ^ucuc AUAU y u^ 
A c Ú A 
u a AGGA u AAGUACU S u AAGCUA A AAAACUA d u a GGAUYyg G 
A UxGAU a-u UA G«uU U-AA U-AASG 
U—A A-U U—-A U-A Y-A 
A-U G— C G— CG G-C 一 
U—A G— C G— C A— U A-—U 
c-6 UxG G-C C-G AU 
u G U A U c c A U G 
u A U A U A U ^ m A 
GAU UUG CAU UCA GCA 
A A A A A 
G-c U-A c-G U- A A-U 
G-c c-G A-U U—A A—U 
ve trn Y U-^ £rn L UUR vua tr K a-u £rn V-like Au trn D 
-uU 
A— U A—U A-U A—U A—U 
A-U UeU G-C A-U U-A 
A-U A-U A-U 入 一 U-A 
u cuuUu^, U uuc^^ a T cAuuc^c Ü AAAUS U A u JAAU A 
GA G Fd ^ G t ! ! A A ! il j U y u '. A 
G ecco GAAug^ A cacce AAAGU U Ü ^cucc AGUAAA yj A AYUA UAUAGU Y A PUUS Auucu^ 
U 
uu^GGcCo A UAGuGcA u UeccAGcA UA G AUAAUJ G C AUAACG 2 
A-U AG CeAA UeUCuU A u-A G uU-A A 
U-A Ü-A U—A U-A U-A 
A-U G-c G-cC A-U A-U 
a-u G-C G-c G-c G-c 
A-U A +C U 一 A c-6 c-G 
U A u U C A U A u A 
U ^ Uu G U A u A u A 
GUA UAA cuu GAC GUC 
A 
G-c 
A 
A= A-U A-U U—A A-U 
UA G * U A-U U-A 个 二 只 AGN 
uza £rr G S-S trnA c-c #rn R ^zu £rniN uza Lrns 
A-U U-A A-U U-A ^-U 
U-A A-U A-U U-A ^ uuucccuCaA 
A-U A-U c G-c G-c U G Ll +. L Ú I 
Ú GAUC U. A UAACU A A CUAUUA ^ cuu U A c AAGCGGUSU 
A A LEEI A A III A A LELI U A À 11 1 Cc 
“usus CUAG AU ^^uUuUuG AUUGA U ^ A ^^90c96 GAUA U A ACCA GAAUU a-u 
u u U 
AUUAUA A Uu UAACA uucGcA U AGGUA G-cC 
^ U-A^U e U-AA^ M U-AAAM ^9 U-AAA^ AUA 
U 一 A U 一 A U 一 A A-U AeA 
U 一 A U-A U-A U 一 A AU 
G-c A-Uu A-U c-G ALU 
A-U A-U A~U A-U A-U 
C A G U u c C A elc 
U A U A U A U A C A 
ucc ucc UCG GUU u A 
UCU 
A A A U A 
A—U A-U A-U G-c c-G 
U-A U 一 A U 一 A U 一 A A-U 
U—A U*G U-A U—A G-c 
vza £rrn E u*9 fzrnF v-^ frn JT LA trnT s-e £rnP 
U 一 A A-U A-U U-A A-U 
c-G a-u A-U A-U A-U 
A-U A-U G-c A-U U A-U A 
U ucuuu u UAUA U uauut u U UUCA Ú U UUCU M 
AA A IIli A AUA A 111 u u A DEE] AA A prog A Il 11 
UUUG UUCG AUUUG UUU Uuuugc 
AAU AA c G 
A 1 111 AGAA Uù u 21 L a TY u 11 1 < AUAAUA AAN SCAU A 1 1 ^Ug ^e 
AAAACCc UUAGAGCA AAAAUA A A A^AAUA 
^ U—-AA u u-AAG A u-A AG A C-GAA U-A^G 
U-A A-U U—A U 一 A 口 一 A 
A-U G-c A-U G-C A-U 
c-G c-6 A-U G-c A-U 
A-U A-U U 一 人 U-A U-A 
u U U A u A C A u G 
U A U G U G U A u A 
uuc GAA GUG UGU UGG 
U A A 
aë ei 2 
一 一 A-U 
_ _ CUN 
uza LrnS oN 0-8 trnL A-U £rnV 
G*u UA U*G 
A-U U—A U—A 
U—A U-A A~U 
G UUUAA^G U CAUUUA A A NUAAUU A 
G A ! ! og: 1 A A G G I ! og uU A 
u UUC^ AGAAAQG,u ^A t° 9 SUAGA U U T Uuco UAUUAA o° 
A 
^c AAGUA ^A U. GUGCA G UAGCA G 
u-AA A A-ü-UU U ^ U-AAS 
U—-A UA U—A 
U-A A-U U—A 
A-U A-U U~ A 
U*G A-U A—U 
U A u A G U 
U ^ U A U A 
UGA UAG UAC 


图 2 靖 氏 松 苓 象 线粒体 基因 组 编码 的 tRNAs 二 级 结构 


Fig. 2 Predicated clover-leaf secondary structures for tRNAs genes of Hylobitelus xiaoi 
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»W ITA SER ZEE DA P, rrnL 和 rrns 位 于 
trnL^ ^ 和 线粒体 控制 区 之 间 ,， 中 间 被 irnV 间隔 开 ， 
长 度 分 别 为 1 297 bp 和 773 bp( 图 1, 表 2), A +T 
含量 分 别 为 80.19% #ll 78.0196 。 

2.4 BEATAE S 2k N K S RE ZR E < 

MW ITA SE ZR Zà i AK 2 [8] ZH T ml DX AZ J rens 和 
trnI-trnQ-trnM ÆN Z B], 长 度 为 1 214 bp( 图 1， 
4X2), A+T REN 80.89%, 是 线粒体 基因 组 中 最 
主要 的 非 编 码 区 。 控 制 区 中 包括 10 处 长 度 不 少 于 


5 bp 的 poly-T, 其 中 , J 链 最 长 的 poly-T 长 度 为 14 
bp, 在 基因 组 的 位 置 为 15 450 ~15 463 bp; N 链 最 长 
的 poly-T 长 度 为 8 bp, 在 基因 组 的 位 置 为 14 936 ~ 
14 943 bp。 两 处 (TA), 分 别 为 (TA)。 和 (TA)。, 在 
基因 组 中 位 置 分 别 为 15 649 - 15 660 bp 和 15 700 ~ 
15 717 bp。 此 外 , 在 控制 区 中 还 包括 一 段 长 度 为 
32 bp 的 重复 序列 , 2 次 重复 中 间 间 隔 29 bp, Æ% 
因 组 中 位 置 分 别 为 15 209 ~ 15 240 bp 和 15 270 ~ 
15 301 bp( 图 3)。 


GAACCTCCCGTAAACATGCAAACAATAAAAAAAAGAATGCTCCCCCCTAAAAAACAGCTA 
Poly-T in N-strand 
ACCACATTTAGCAATTTGACAATTTTTATACAAAGCTAAAATATTAACTCGAAACAAAAT 


CCTTAAAATTTTACTAGTTAAATTTTCTTATATTATTAAACCCCAACTCGAAAAATTATAÀA 
ATATTTTTAACTTCCATATTAACATATTATATTAATGAATTCCCCTAAAATATTAATATAÀ 
AATTAACAGCGATCAAATTACAATAATTTAAATTTATATTCCCCAAAGCTTAAACCCCAA 


CTCCGAAAAACAGCTATCCCCCTAGCTGTCTCATGTACGAAAATATACTAATTTAAATTT 
Repeat | 
ACTCCGAAAAACAGCTATCCCCCTAGCTGTCTTATTATATAATTTTTTTAATAAATTTTT 
Repeat ll 
AATAAAAACAGCTATCCATATAAACACATCAGTACGAAAATCCTAATTCATATTTAATAA 
AAATAATTTAATTAAATTATAATTTCTAAACTATCCTAAATCCACGTTCATCAAAGGTAG 
EMMNMV77"WCCTAAATTTGTAATTTTCAATAACATAGAAAAATAAATTGTATATA 
Poly-T 
TATTAATAATACATAAATTATTTATATTCTATAAAATTTACTTCACAGTAATAAAAGGGT 
ACCTATAATTTTTTTAAATAAATTTTACAATTATATACATATAACTACGGGATAGTAAAG 


GTTATTGATATTAAATTGTTATATATATATAAAATATTTAAATAATTTAAATAAAGCATT 


Microsatellite-like repeating sequences (TA), 


TATTTAAATGERU SSS SE E E E ATAAAATAAATAATTACAAATTACC  : : ° ° ° 
Microsatellite-like repeating sequences (TA), 


图 3 GN EAZEARAXUREMSEDA H E l| PÇ 25 32) E] 


Fig. 3 The structure of the control region of the Hylobitelus xiaoi mitochondrial genome 


3 讨论 


帝 氏 松 蔡 象 线粒体 基因 组 长 度 介 于 已 报道 的 蒜 
翅 目 昆虫 线粒体 基因 组 长 度 范围 , 其 中 , 最 短 的 为 
JEE JB BJ Chauliognathus opacus 14 893 bp (Sheffield 
et al., 2009) , ERA J Ei Pyrocoelia rufa 17 739 
bp ( Bae et al., 2004) 。 基 因 组 中 基因 次 序 为 典型 的 
六 足 动物 线粒体 基因 组 基因 排列 次 序 。 最 大 的 基因 
间隔 区 长 度 为 232 bp, F trs” F nadi 之 间 , 而 
之 前 已 经 发 现在 许多 昆虫 的 线粒体 基因 组 rn ^ 
和 nadl 之 间 都 存在 约 20 bp 的 基因 间隔 区 。 而 且 ， 
类 似 的 基因 间隔 区 在 其 他 甘 翅 目 昆 忠 中 也 有 报道 ， 
如 在 窗 莹 线粒体 基因 组 nad2 M trnW 之 间 存 在 一 长 
度 为 1 724 bp 的 基因 间隔 区 (Bae et al., 2004); Æ 
Trachypachus holmbergi 线粒体 基因 组 trnW 和 irnC 


之 间 存 在 一 长 度 为 45 bp 的 基因 间隔 区 , 在 Cyphon 
sp. BT0012 线粒体 基因 组 nad2 和 trnW 之 间 存 在 一 
长 度 为 177 bp 的 基因 间隔 区 ， 在 Chaetosoma 
scaritides 线粒体 基因 组 irnD 和 atp8 之 间 存 在 一 长 
度 为 83 bp 的 基因 间隔 区 , 在 Priasilpha obscura £X, 
粒 体 基因 组 trnY 和 coxl 之 间 存 在 一 长 度 为 203 bp 
的 基因 间隔 区 (Sheffield et al., 2008), + A EZ 
体 基因 组 中 的 基因 间隔 区 一 样 , 莆 氏 松 蔡 象 线粒体 
基因 组 中 trnS”“ 和 nadl 之 间 的 基因 间隔 区 双 链 均 
未 形成 有 效 的 开放 阅读 框 。 

毅 氏 松 葵 象 线粒体 基因 组 发 现 1 个 额外 的 
trnV-like 序列 , 类 似 的 情况 同样 在 膜 翅 目的 红 光 能 
蜂 Bombus ignitus j Et XH H HJ MV. VI K tE Locusta 
migratoria, migratoria 线粒体 基因 组 中 均 有 报道 。 其 
H, ERA HCE, 共 发 现 5 个 tRNA-like Zi 
构 , 分 别 为 2 个 trmL -like, 2 ^» traS^^"-like 和 1 
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“ZÜ trnF-like ( Cha et al., 2007) , FEW A NV. I|. KHE 
中 发 现 3 个 tRNA-like 结构 , 分 别 为 1 个 trnI-like 和 
2 ^ trnL^"" -like ( Ye et al., 2012) 。 尽 管 如 此 , 黄 原 
等 (2010) 认 为 最 终 只 能 是 通过 实验 方法 , 特别 是 线 
粒 体 转录 组 分 析 技 术 , 才能 最 终 判 定 这 类 tRNA- 
like 结构 是 否 存在 。 

irnS^^ 的 反 密码 子 由 TCT 替代 GCT, 类 似 的 情 
WE WjxHH BJ — ER ñ W "i Crioceris 
duodecimpunctata. | ] && W| FH. Crioceris asparagi 和 
Tribolium castanaeum J*. IR XH H HJ Và Jy 26 "E Apis 
mellifera 线粒体 基因 组 中 已 有 报道 (Crozier and 
Crozier, 1993; Friedrich and Muqim, 2003; Stewart 
and Beckenbach, 2003), trnS^^" 的 二 级 结构 符合 
Steinberg 等 (1997 ) 中 异常 tRNA 二 级 结构 类 型 9 
nS”, 反 密 码 子 臂 延长 形成 9 bp (中间 售 1 个 碱 
ERE), TYC 臂 由 正常 的 5 bp 变 为 6 bp, DHU EF 
缩短 仅 1 bp, 各 个 臂 之 间 没 有 连接 碱 基 (Steinberg 
et al., 1997), 

线粒体 控制 区 是 线粒体 基因 组 中 最 主要 的 非 编 
码 区 ,其 长 度 变 异 很 大 ， 从 几 十 到 数 千 碱 基 不 等 
(Zhou et al., 2007; Mancini et al., 2008) 。 通 常 认 
为 , 其 可 能 包含 一 系列 与 线粒体 基因 组 的 复制 和 转 
录 相 关 的 调控 元 件 。 此 前 报道 , 在 一 些 昆虫 线粒体 
控制 区 中 发 现 Poly-T 和 |[ TA (A) ], (Stewart and 
Beckenbach, 2003; Saito et al., 2005; Zhang et al., 
2011; 夏 靖 等 , 2011) , 并 推测 其 可 能 与 线粒体 基因 
组 的 复制 和 转录 的 调控 相关 (Mancini et al., 2008; 
Zhang et al., 2011) Poly-T 被 认为 是 全 变态 昆虫 
mtDNA 的 N $E ml t 8 z ss, BJ TRUST D (Saito et 
al., 2005), 38 E PS Z8 S ZU MAE A ZH ë h) pe rp JE 
发 现 10 处 长 度 不 少 于 5 bp 的 poly-T( 最 长 的 poly-T 
长 度 为 14 bp) 和 2 处 (TA),, 分 别 为 (TA)。 和 
(TA ),。 

本 人 研究 采用 “通用 引物 扩 增 并 测定 保守 基因 上 厂 
段 一 特异 性 L-PCR 引物 设计 和 扩 增 一 基于 I 
PCR 扩 增 结果 的 由 套 PCR 扩 增 " 策 咯 测定 了 萧 氏 松 
葵 象 线粒体 基因 组 全 序列 ， 主 要 发 现 如 下 : DX 
MA EAR Zk MA DS] 2H 55 Re th š 38 H RHE, 在 
irnS ”和 nadl 之 间 存 在 一 个 232 bp 的 基因 间隔 区 ; 
2) 在 N ES imD(J 链 ) 对 应 的 位 置 存 在 一 个 
trnV-like 序列 ， 反 密码 子 为 GAC. 长 度 为 69 bp, 其 
中 65 bp 与 trnD E; 3) 基因组 控制 区 中 存在 10 
处 长 度 不 少 于 5 bp 的 poly-T( 最 长 的 poly-T 长 度 为 
14 bp) 和 2 处 (TA),, 分 别 为 (TA)。 和 (TA)。。 由 


于 本 研究 仅 对 单 头 萧 氏 松 茎 象 线粒体 基因 组 进行 了 
测定 ,尚未 证 实 这 些 现象 是 否 在 所 有 萧 氏 松 芭 象 个 
体 中 广泛 存在 。 


致谢 ”河北 大 学 生命 科学 学 院 周志 军 博士 参与 了 技 
术 指导 工作 ,在 此 表示 感谢 ! 
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